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マスピンは潜在型 TGF-βの蓄積を介して骨基質の成熟に関与している
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Maspin is Involved in Bone Matrix Maturation by Enhancing the Accumulation 
of Latent TGF-β
Reiko TOKUYAMA
Abstract：Introduction: Maspin is a serine protease inhibitor that exhibits tumor suppressive and 
anti-angiogenic activities. This study was performed to elucidate a possible role for maspin in bone 
formation. 
Materials and Methods: We performed immunohistochemical analysis of the expression of maspin 
during endochondral ossification. We evaluated the expression of maspin mRNA and protein in ROS 
17/2.8 cells and primary rat osteoblastic cells by RT-PCR, immunocytochemistry and Western blot 
analysis. We also examined the accumulation of TGF-β in the extracellular matrix of cultured ROS 
17/2.8 cells following transfection with vectors expressing either maspin or maspin antisense. 
Results: We observed expression of maspin by active osteoblasts in vivo. Rat osteoblastic cells also 
expressed maspin mRNA and protein in vitro. Moreover, the accumulation of latent TGF-β in the 
extracellular matrix significantly decreased in cultures exposed to an anti-maspin antibody and when 
cells were transfected with a maspin antisense-expressing vector. In contrast, accumulation of latent 
TGF-β in the extracellular matrix increased following transfection of cells with a vector expressing 
maspin. 
Conclusions: These findings suggest that maspin expressed in active osteoblasts plays an important 
physiological role during maturation of the bone matrix, and in particular during the process of 
accumulation of latent TGF-β in the extracellular matrix.
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１．はじめに
　マスピン（maspin; mammary serine protease inhibitor）は，
乳腺上皮細胞から分離され，1994年 Zouらによりはじ
めて報告された42-kDaのセリンプロテアーゼインヒビ
ターである1）。マスピンは多くの正常組織において発現
が確認されており，現在までに乳腺，前立腺，皮膚，膣，
甲状腺，精嚢，膀胱，胸腺，小腸，筋上皮細胞，角膜な
どでの発現が報告されている2-4）。また，マスピンの生物
学的作用として，腫瘍抑制作用1, 3, 5-7），血管新生抑制作
用8）が報告されている。これらの作用はマスピンが，セ
リンプロテアーゼである tissue type plasminogen activator
（tPA）および urokinase type plasminogen activator（uPA）
を阻害することにより発現することが報告されてい
る6, 9-11）。この PAは plasminogenから plasminへの変換を
制御し，さらに PAは plasminogen activator inhibitor（PAI）
によりその活性が制御されている12-16）。この PA/plasmin 
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systemは，骨組織を含む種々の組織において重要な役割
を担っていることが報告されている16）。骨組織において
の plasminogenから plasminへの変換は，骨芽細胞から
産生・分泌される PAにより制御され，さらに骨芽細胞
は PAIの産生を介して PAと plasminを制御していると
報告されている16, 17）。さらに PA/plasmin systemは骨吸収
過程をも制御していると考えられている18）。
　骨芽細胞は潜在型 TGF-βを産生・分泌しており，こ
れは通常細胞外基質に蓄積されるが19-25），plasminな
どのセリンプロテアーゼや pH環境により活性化され
る20, 26-29）。活性型 TGF-βは骨形成の初期に前骨芽細胞の
増殖と移動を促進し21, 24, 30），また破骨細胞のアポトーシ
スを促し，前駆細胞からの成熟破骨細胞への分化を阻害
する25）。これらのことは，活性化過程を厳密に制御され
ている TGF-βが，骨形成と骨吸収の両面で骨のリモデ
リングにおける重要な因子の一つであることを示唆して
いる19, 21, 23, 24, 30）。
　内軟骨性骨化においては，軟骨原基の形成後，血管
新生，軟骨組織の吸収，骨組織の新生による組織の再構
築が行われる。このとき前骨芽細胞を含む間葉系幹細胞
と造血幹細胞が血管新生を伴いながら脈管周囲組織から
肥大及び石灰化軟骨層に移動する。これらの変化ととも
に，形成された破骨細胞が石灰化組織を吸収する。加え
て，前骨芽細胞は骨芽細胞に分化し，石灰化軟骨層の吸
収窩に骨基質を沈着させる。この過程は軟骨原基の近位
から遠位骨端まで続く。これらの過程はきわめてダイナ
ミックに進行し，ここに種々のタンパク質分解酵素が作
用していると考えられる。骨芽細胞，破骨細胞の両者を
制御しえる，適切な，成長因子の活性化過程のバランス
の維持が必須である。そこで，内軟骨性骨化過程におい
て，セリンプロテアーゼインヒビターが成長因子の制御
および細胞外基質蛋白質の蓄積を促進していることに着
目し，様々な組織に発現している，セリンプロテアーゼ
インヒビターの一つであるマスピンが，骨成熟過程に何
らかの生理的役割を演じている可能性について以下の検
討を行った。
２．内軟骨性骨化におけるマスピンの発現
　免疫組織化学的検討の結果，胎生16.5日齢ラット脛骨
の periosteal collarの骨芽細胞（図１Ｃ），１週齢ラット
脛骨の新生骨周囲の活発な骨芽細胞（図１Ｇ），骨端付
近二次骨化中心の活発な骨芽細胞（図１Ｉ），３か月齢
ラット脛骨の骨芽細胞（図１Ｏ）にマスピンの発現が認
められた。このことから，骨形成初期の骨芽細胞，旺盛
な骨形成期にある骨芽細胞，さらに成熟した骨組織に認
められる活発な骨芽細胞にまでマスピンの発現があるこ
とが確認された。
３．ラット骨芽細胞様細胞におけるマスピンの発現
　RT-PCR法，免疫細胞化学的手法，ウエスタンブロッ
ト法により，４週齢ラット大腿骨より分離した primary
骨芽細胞，およびラット骨芽細胞様細胞 ROS 17/2.8 の
両者において，骨芽細胞が mRNAおよび蛋白質レベル
でマスピンを発現していることが確認された（図２）。
４．骨芽細胞の細胞外基質中への TGF-βの蓄積に
及ぼすマスピンの影響
　まず使用した ROS 17/2.8 の通常での mRNA発現と細
胞外基質中への TGF-βの蓄積のパターンを確認し，こ
れを実験群との比較対象とした（図３）。
　ROS 17/2.8 においてマスピン遺伝子を過剰発現させる
と，コントロール群と比較して早期に骨分化の後期マー
カーの発現が確認された（図４Ｃ）。さらに細胞外基質
中の潜在型 TGF-β量が早期に増加する傾向が認められ
た（図４Ｄ）。これはマスピン遺伝子の過剰発現が細胞
外基質におけるセリンプロテアーゼを阻害し基質中への
潜在型 TGF-βの蓄積に影響したものと考えられた。骨
分化の後期マーカーの変化については，TGF-βの蓄積が
細胞周囲の環境を変化させたことによりその分化や機能
に影響を及ぼした可能性などが考えられるが詳細は明ら
かでなく，さらなる検討が必要である。
　また，ROS 17/2.8 培養中に抗マスピン抗体を添加す
図１　内軟骨性骨化におけるマスピンの局在
（A-D）胎生16.5日齢，（E-L）１週齢，（M-P）３
か月齢ラット脛骨。（A, B, E, F, M, and N）HE染色。
（C, G, I, K, and O）免疫組織化学染色。Periosteal 
collar（C），一次海綿骨の新生骨周囲（G），二次
骨化中心（I），骨膜付近（K），成熟長管骨付近
（O）に認められる活発な骨芽細胞にマスピンの
高い発現が認められた（矢印）。（D, H, J, L, and P）
Negative control（hematoxylin）。拡大率：（E and M）
×12.5，（A）×31.25，（B-D, F-L, and N-P）×125。
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図２　ラット骨芽細胞様細胞におけるマスピンの発現
（A）RT-PCR法による ROS 17/2.8 におけるマスピン遺伝子の発現。（B）免疫細胞化学的手法による ROS 17/2.8
におけるマスピン蛋白質の発現。（C）ウエスタンブロット法による ROS 17/2.8 におけるマスピン蛋白質の発現。
（D）４週齢ラット大腿骨より分離した primaryラット骨芽細胞様細胞の増殖期（a）およびコンフルエント時（b）。
拡大率：×50。（E）RT-PCR法によるラット骨芽細胞様細胞の骨関連遺伝子およびマスピン，TGF-β遺伝子の
発現。（F）免疫細胞化学的手法によるラット骨芽細胞様細胞におけるマスピン蛋白質の発現。（G）ウエスタ
ンブロット法によるラット骨芽細胞様細胞におけるマスピン蛋白質の発現。
図３　ROS 17/2.8 通常培養時の骨関連遺伝子発現および TGF-β量の解析
（A）RT-PCR法による骨関連遺伝子およびマスピン，TGF-β遺伝子の発現。（B）全細胞層における TGF-β量（active 
TGF-β, latent TGF-β, and total TGF-β）の解析。（a）細胞および細胞外基質，（b）細胞外基質，（c）培養液。
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ることによりマスピン蛋白質を阻害したところ，コン
トロール群と比較して，細胞外基質中への TGF-βの蓄
積が著明に阻害された（図５Ｂ）。同様に antisenseマス
ピン遺伝子を導入した ROS 17/2.8でも細胞外基質中への
TGF-βの蓄積は阻害され（図６Ｄ），さらに骨分化マー
カーの発現の低下も認めた（図６Ｃ）。これらの結果か
ら，マスピンの機能抑制により細胞外マトリックスへの
潜在型 TGF-βの蓄積が阻害され，培養液中への活性型
TGF-βの放出が増加したと考えられる。マスピンにより
制御される細胞外基質中に蓄積される潜在型 TGF-β量
が細胞外基質の成熟に関与していることを示唆するも
のと考える。しかし，抗マスピン抗体による蛋白質の機
能抑制と遺伝子の発現抑制において，ROS 17/2.8 の分化
マーカーの発現に差が認められたことに関してはさらな
る検討が必要である。マスピンによる骨基質成熟の制御
過程において，ターゲットとなる分子は TGF-β以外に
存在する可能性も十分に考えられ，今後の検討課題であ
る。
図４　マスピン遺伝子過剰発現による TGF-β蓄積量への影響
（A）empty vector導入 ROS 17/2.8（a and b）およびマスピン遺伝子過剰発現 ROS 17/2.8（c and d）の増殖期（a 
and c）およびコンフルエント時（b and d）。（B）ウエスタンブロット法によるコントロール株（EV）およびマ
スピン遺伝子過剰発現株（MV）におけるマスピン蛋白質の発現。（C）RT-PCR法によるコントロール株およ
びマスピン遺伝子過剰発現株における骨関連遺伝子およびマスピン，TGF-β遺伝子の発現。（D）コントロール
株およびマスピン遺伝子過剰発現株における TGF-β量の解析。（a）細胞外基質，（b）培養液。＊p＜0.01。
５．マスピン遺伝子過剰発現および発現抑制骨芽
細胞様細胞への外因性 TGF-βの影響
　TGF-βは骨芽細胞分化の制御因子としてよく知られ
ており，骨芽細胞分化の初期においては前駆細胞から骨
芽細胞への分化を促進するが，後期においては骨形成を
抑制することが報告されている30）。今回の実験系で，培
養液中に放出された活性型 TGF-βが ROS 17/2.8 に及ぼ
す影響を確認するため，外因性 TGF-βをマスピン遺伝
子過剰発現および発現抑制 ROS 17/2.8 培養系に添加し，
骨芽細胞後期分化マーカーを検討したところ，これまで
の実験結果と比較して，後期分化マーカーの発現に差は
認めず，外因性 TGF-βによる影響は確認されなかった
（図７Ａ）。
６．マスピン遺伝子過剰発現および発現抑制骨芽
細胞様細胞におけるプロテアーゼ活性
　マスピン遺伝子過剰発現および発現抑制 ROS 17/2.8 
培養系におけるそれぞれのプロテアーゼ活性を測定した
ところ，過剰発現株では活性が低下，発現抑制株では発
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図５　抗マスピン抗体添加培養による TGF-β蓄積量への影響
（A）RT-PCR法によるコントロールおよび抗マスピン抗体添加培養における骨関連遺伝子およびマスピン，
TGF-β遺伝子の発現。（B）コントロールおよび抗マスピン抗体添加培養における TGF-β量の解析。（a）細胞
外基質，（b）培養液。＊p＜0.01。
図６　マスピン遺伝子発現抑制による TGF-β蓄積量への影響
（A）empty vector導入 ROS 17/2.8（a and b）およびマスピン遺伝子発現抑制 ROS 17/2.8（c and d）の増殖期（a 
and c）およびコンフルエント時（b and d）。（B）ウエスタンブロット法によるコントロール株（EV）およびマ
スピン遺伝子発現抑制株（MASV）におけるマスピン蛋白質の発現。（C）RT-PCR法によるコントロール株お
よびマスピン遺伝子発現抑制株における骨関連遺伝子およびマスピン，TGF-β遺伝子の発現。（D）コントロー
ル株およびマスピン遺伝子発現抑制株における TGF-β量の解析。（a）細胞外基質，（b）培養液。＊p＜0.01。
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現が上昇していた（図７Ｂ）。このことからマスピン遺
伝子の過剰発現および発現抑制により，それぞれの培養
系においてプロテアーゼ活性を制御し得ることが確認さ
れた。
７．まとめ
　いくつかのセリンプロテアーゼを含む様々なプロテ
アーゼが骨形成過程に重要な役割を担っている。今回，
骨芽細胞に発現しているマスピンが骨形成過程に重要な
役割を果たしていること，特に細胞外基質中への潜在型
TGF-β蓄積の制御を介して骨基質成熟に関与している可
能性を示した。マスピンの真の標的は今後検討を要する
図７　（A）マスピン遺伝子過剰発現および発現抑制 ROS 17/2.8 において外因性 TGF-β添加培養が骨関連後期分化マー
カー発現に及ぼす影響（RT-PCR法）。（a）1 ng/ml TGF-β，（b）15 ng/ml TGF-β。（B）マスピン遺伝子過剰発現お
よび発現抑制がプロテアーゼ活性に及ぼす影響。＊p＜0.01。（C）仮説による模式図。骨芽細胞に発現してい
るマスピンは，潜在型 TGF-βの骨基質への蓄積のみでなく，plasminや PAといったいくつかのセリンプロテ
アーゼの活性化を制御することで活性型 TGF-βへの変換をも制御している可能性がある。この過程を通して，
マスピンは骨芽細胞あるいは破骨細胞の増殖あるいは分化の制御に関わっている可能性が考えられた。
課題である。しかし，PA/plasmin systemはマスピンの標
的たり得ると考えている。
　ここまでの結果をふまえ図７Ｃに仮説を示す。骨芽細
胞に発現している，セリンプロテアーゼインヒビターで
あるマスピンは，細胞外基質中への TGF-βの蓄積を介
して骨形成過程に重要な役割を担っていると考えられ
た。今後さらなる詳細の検討をすすめていく。
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